高三尖杉酯碱（HHT）是我国学者从粗榧科三尖杉属植物中提取的生物碱，具有抗白血病活性[@b1]，与柔红霉素（DNR）、阿糖胞苷（Ara-C）、巯嘌呤（6-MP）等无交叉耐药性。国内学者以此为基础设计的HA（HHT+Ara-C）方案治疗急性髓系白血病（AML）已获得显著疗效[@b2]。急性早幼粒细胞白血病（APL）是AML的一个亚型，其特征性的遗传学改变是染色体t(15;17）（q22;q12）形成PML-RARα融合基因。全反式维甲酸（ATRA）联合蒽环类药物的诱导治疗及缓解后以蒽环类药物为基础的巩固治疗是目前初诊APL的一线治疗方案之一。我中心曾尝试采用ATRA联合HHT诱导治疗及缓解后以HA方案巩固治疗初诊APL，疗效与以蒽环类药物为基础的方案类似[@b3]--[@b4]。我们以此为基础设计了本项前瞻性随机对照临床研究，以期证实HHT在APL治疗中的价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2010年10月至2015年5月我院住院治疗的96例初诊中低危APL患者纳入研究。诊断标准符合文献[@b5]。入组标准：①细胞形态学、细胞遗传学和（或）分子生物学\[t(15；17）和（或）PML-RARα融合基因阳性\]确诊的初治APL患者；②中低危APL；③年龄≥15岁且\<60岁，男女不限；④美国东部肿瘤协作组体力状态评估（ECOG-PS）为0\~2分；⑤符合以下实验室指标的要求：总胆红素≤正常值上限1.5倍、丙氨酸转氨酶和天冬氨酸转氨酶≤正常值上限2.5倍、血肌酐\<正常值上限2倍、心肌酶\<正常值上限2倍、经心脏超声测定心脏射血分数在正常值范围内；⑥能够吞咽或经口服药；⑦签署知情同意书，18岁以下儿童、青少年患者由法定监护人签署知情同意书。排除标准：①高危患者；②复治患者；③继发性白血病患者；④同时患有其他血液系统疾病者；⑤同时患有其他脏器恶性肿瘤（需要治疗者）；⑥怀孕或哺乳期妇女；⑦肝肾功能指标明显异常（超出入组标准），活动性心脏疾病患者；⑧未治愈的结核病患者；⑨获得性免疫缺陷综合征或慢性丙型肝炎患者；⑩需要药物治疗的癫痫、痴呆及其他精神状况异常不能理解或遵从研究方案者。本研究获得我院伦理委员会批准。

2．治疗方案：使用SAS软件制定随机表，将患者随机分配至HHT组、DNR组和HHT+DNR组。

HHT组诱导治疗采用HHT联合ATRA：ATRA 30 mg·m^−2^·d^−1^口服，直至完全缓解（CR），HHT 2 mg·m^−2^·d^−1^静脉滴注7 d（ATRA治疗第3\~5天开始）；缓解后巩固治疗序贯采用3个疗程HA方案联合ATRA: HHT 2.5 mg·m^−2^·d^−1^×6 d静脉滴注，Ara-C 100 mg·m^−2^·d^−1^×6 d静脉滴注，ATRA 30 mg·m^−2^·d^−1^×14 d口服。

DNR组诱导治疗采用DNR联合ATRA: ATRA 30 mg·m^−2^·d^−1^口服，直至CR, DNR 45 mg·m^−2^·d^−1^静脉滴注3 d(ATRA治疗第3\~5天开始）；缓解后巩固治疗序贯采用2个疗程DA方案及1个疗程MA方案，每疗程均联合ATRA 30 mg·m^−2^·d^−1^×14 d口服。DA方案：DNR 45 mg·m^−2^·d^−1^×3 d静脉滴注，Ara-C 100 mg·m^−2^·d^−1^×6 d静脉滴注；MA方案：米托蒽醌6 mg·m^−2^·d^−1^×3 d静脉滴注，Ara-C 100 mg·m^−2^·d^−1^×6 d静脉滴注。

HHT+DNR组诱导治疗采用DNR、HHT联合ATRA: ATRA 30 mg·m^−2^·d^−1^口服，直至CR，DNR 45 mg·m^−2^·d^−1^静脉滴注3 d，同时HHT 2 mg·m^−2^·d^−1^静脉滴注7 d(ATRA治疗第3\~5天开始）；缓解后巩固治疗序贯采用HAD、HA、DA方案各1个疗程，每疗程均联合ATRA 30 mg·m^−2^·d^−1^×14 d口服。HAD方案：HHT 2.5 mg·m^−2^·d^−1^×6 d静脉滴注，DNR 45 mg·m^−2^·d^−1^×3 d静脉滴注，Ara-C 100 mg·m^−2^·d^−1^×6 d静脉滴注；HA、DA方案同上。

三组患者中巩固治疗结束达分子生物学完全缓解（CMR）者进入维持治疗，均为ATRA及MM方案交替服用至缓解后2年，每5个月予复方黄黛片1个周期：每次4\~6片，每日3次，口服28 d。ATRA 30 mg·m^−2^ · d^−1^×14 d口服；MM方案：6-MP 70 mg· m^−2^·d^−1^×7 d口服，甲氨蝶呤20 mg·m^−2^·d^−1^，第8天，口服；维持治疗每疗程之间间隔14 d。

中枢神经系统白血病的预防：达CR后即开始鞘内注射：Ara-C 50 mg、地塞米松10 mg，共4\~6次，在巩固治疗过程中完成。

3．疗效及不良反应判定标准：参考2003年Cheson等[@b6]报道的国际协作组AML疗效标准判定疗效。不良反应按照CTCAE4.0标准评判。

4．骨髓检查：骨髓涂片经瑞氏染色后进行细胞形态学检查。采用多色流式细胞术进行免疫表型分析。应用Leica Q500染色体自动分析仪进行核型分析。采用实时定量PCR检测PML-RARα三个亚型的转录本水平[@b7]。采用一代测序技术检测FLT3-ITD、FLT3-TKD突变。

5．随访：巩固治疗过程中每疗程进行骨髓细胞形态学、分子生物学检查，维持治疗阶段每3个月复查。维持治疗结束后第1年每3个月复查，以后每6个月复查骨髓相关检查直至治疗结束后5年。此后电话随访。随访截止时间为2015年9月30日，中位随访33.5(4.6\~58.9）个月。

6．统计学处理：总生存（OS）期指自进入临床试验日起至患者死亡（包括任何原因）或末次生存随访日；无事件生存（EFS）期指自进入临床试验日起至治疗失败、复发（分子学或血液学）或死亡（各种原因）日；无上述事件发生的患者计算至末次生存随访日。未达CR的患者EFS期自进入临床试验日开始计算至疾病进展或死亡日止。应用SPSS 17.0软件进行统计学分析，计量资料以中位数表示，采用秩和检验比较，计数资料组间比较应用卡方检验。生存资料的比较采用Log-rank检验，生存曲线采用Kaplan-Meier法绘制。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床特征：96例患者中位年龄为37（15\~58）岁，男57例（59.4%），女39例（40.6%），男女比为1.46∶1。初诊时中位WBC 2.0（0.4\~9.6）× 10^9^/L；中位RBC 2.7(1.4\~4.4）×10^12^/L；中位HGB 87(50\~152) g/L；中位PLT 33（3\~615）×10^9^/L。中位纤维蛋白原水平1.3(0.2\~4.8) g/L；中位乳酸脱氢酶（LDH）水平277(99\~2 052) U/L。最常见的体征是出血，69例（71.9%）患者出现不同部位的出血，常见出血部位依次为皮肤、齿龈、口腔黏膜、球结膜、鼻黏膜和消化道，女性还表现为月经过多。18例（18.8%）患者出现胸骨压痛。根据Sanz评分[@b8]，初诊时WBC≤10×10^9^/L且PLT≥40×10^9^/L为低危组；WBC≤10×10^9^/L且PLT \<40×10^9^/L为中危组；WBC\> 10×10^9^/L为高危组。本组患者低危42例（43.8%），中危54例（56.2%）。患者筛选合格后入组，随机分入3组，HHT组31例，DNR组33例，HHT+DNR组32例，一般资料具有可比性（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 中低危急性早幼粒细胞白血病不同治疗组患者基线情况比较

  临床指标                             HHT组(31例）          DNR组(33例）        HHT+DNR组(32例）     *P*值
  -------------------------------- --------------------- --------------------- --------------------- -------
  年龄\[岁, *M*(范围)\]                 35(16\~52)            39(15\~58)            35(17\~55)        0.488
   15\~39岁\[例(%)\]                     18(58.1)              19(57.6)              20(62.5)         0.907
   40\~60岁\[例(%)\]                     13(41.9)              14(42.4)              12(37.5)         0.907
  性别\[例(%)\]                                                                                      
   男                                    22(71.0)              16(48.5)              19(59.4)         0.187
   女                                     9(29.0)              17(51.5)              13(40.6)         0.187
  危险度分组\[例(%)\]                                                                                
   低危组                                11(35.5)              20(60.6)              11(34.4)         0.055
   中危组                                20(64.5)              13(39.4)              21(65.6)         0.055
  体重指数(BMI) \[*M*(范围）\]       24.9(17.9\~38.2)      23.4(17.2\~32.5)      24.6(13.8\~35.5)     0.283
   超重(BMI 23\~\<30)\[例(%)\]           19(61.3)              15(45.5)              15(46.9)         0.380
   肥胖(BMI≥30)\[例(%)\]                  2(6.5)                2(6.1)                3(9.4)          0.856
  WBC \[×10^9^/L, *M*(范围）\]         1.6(0.4\~8.5)         1.9(0.7\~9.6)         2.3(0.5\~9.3)      0.788
  PLT\[×10^9^/L, *M*(范围）\]           25(6\~132)            52(11\~615)           31(3\~171)        0.083
  HGB\[g/L, *M*（范围）\]               74(50\~130)           96(61\~152)          88.5(61\~134)      0.041
  RBC \[×10^12^/L，*M*（范围）\]       2.3(1.4\~4.1)         3.0(1.8\~4.4)         2.7(1.9\~4.1)      0.018
  早幼粒细胞比例\[*M*(范围）\]                                                                       
   外周血                              0.40(0\~0.93)         0.27(0\~0.84)         0.47(0\~0.95)      0.607
   骨髓                             0.850(0.425\~0.965)   0.795(0.410\~0.990)   0.815(0.180\~0.940)   0.379
  纤维蛋白原\[g/L，*M*(范围）\]        1.7(0.4\~4.0)         1.2(0.2\~4.6)         1.2(0.3\~4.8)      0.315
  LDH \[U/L, *M*(范围)\]              254(110\~1 112)       277(99\~2 052)         290(104\~734)      0.462
  PML-RARα亚型^a^                                                                                    
   L型                                  22/30(73.3)           17/32(53.1)           18/31(58.1)       0.479
   S型                                  6/30(20.0)            11/32(34.4)           8/31(25.8)        0.479
   V型                                   2/30(6.7)            4/32(12.5)            5/31(16.1)        0.479
  PML-RARα定量\[%，*M*(范围）\]      53.1(0.1\~157.9)      42.4(0.3\~107.4)      44.2(0.2\~129.3)     0.260
  伴FLT3突变\[例(%)\]                     6(19.4)              10(30.3)               7(21.9)         0.558
   FLT3-ITD                               4(12.9)              5 (15.2)               3(9.4)          0.778
   FLT3-TKD                               2(6.5)               5 (15.2)              4 (12.5)         0.537
  附加染色体异常^a^                     6/29(20.7)            9/30(30.0)            8/30(26.7)        0.711
  CD34表达\[例(%)\]                       4(12.9)               2(6.1)                3(9.4)          0.644

注：HHT：高三尖杉酯碱；DNR：柔红霉素；a：数值为阳性例数/检测例数（%）

2．疗效：96例患者接受诱导治疗后均达血液学缓解，无早期死亡发生，三组患者的CR率均为100%。诱导治疗过程中有23例（24.0%）患者出现维甲酸综合征，三组患者维甲酸综合征的发生率差异无统计学意义（*P*\>0.05）。三组患者诱导治疗期间WBC达峰值的时间总体比较差异有统计学意义（*P*=0.007），两两比较显示HHT+DNR组短于HHT组（*P*=0.008）和DNR组（*P*=0.240）。三组在达CR的中位时间、WBC峰值、持续高白细胞计数（WBC\> 10× 10^9^/L）的中位时间方面差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。诱导治疗期间支持治疗方面，三组患者血小板、红细胞、血浆输注量的差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 中低危急性早幼粒细胞白血病不同治疗组疗效比较

  临床指标                                      HHT组(31例）     DNR组(33例）     HHT+DNR组(32例）   *P*值
  ------------------------------------------- ---------------- ----------------- ------------------ -------
  达CR时间\[d, *M*（范围）\]                     33(24\~60)       35(25\~50)         35(25\~48)      0.488
  WBC峰值\[×10^9^/L，*M*（范围）\]             8.1(2.0\~81.0)   5.3(1.3\~50.7)     6.0(1.0\~38.0)    0.625
  达WBC峰值时间\[d, *M*(范围）\]                  9(1\~27)         7(1\~27)           4(1\~23)       0.007
  WBC\>10×10^9^/L\[例（%）\]                      11(35.5)         10(30.3)           11(34.4)       0.897
  WBC\>10×10^9^/L持续时间\[d，*M*（范围）\]       8(1\~23)         6(1\~13)           3(2\~11)       0.391
  维甲酸综合征\[例(%)\]                           4(12.9)           9(27.3)           10(31.3)       0.201
  脱离血小板输注时间\[d, *M*(范围）\]            17(0\~33)         18(0\~30)         19(0\~26)       0.861
  诱导治疗期血浆输注量\[ml, *M*（范围）\]      800(0\~5 800)    1 200(0\~5 000)   1 600(0\~5 000)    0.143
  诱导治疗期血小板输注量\[U, *M*(范围）\]         4(0\~22)          3(0\~8)           5(1\~15)       0.066
  诱导治疗期红细胞输注量\[U, *M*(范围）\]       8.0(0\~20.5)     5.5(0\~14.0)       7.0(0\~18.0)     0.121
  分子生物学完全缓解\[例(%)\]                                                                       
   诱导治疗后                                     4(12.9)           9(27.3)           11(34.4)       0.135
   巩固治疗1个疗程                                23(74.2)         18(54.5)           17(53.1)       0.161
   巩固治疗\>1个疗程                              4(12.9)           6(18.2)           4(12.5)        0.769
  复发\[例(%)\]                                    2(6.5)           3(9.1)            4(12.5)        0.711
   分子生物学复发                                  2(6.5)           3(9.1)             2(6.3)        0.886
   血液学复发                                        0                 0               2(6.3)        0.130

注：HHT：高三尖杉酯碱；DNR：柔红霉素；CR：完全缓解

所有患者均达CMR，其中24例（25.0%）患者诱导治疗后即达CMR，58例（60.4%）患者巩固治疗1个疗程达CMR，仅14例（14.6%）患者在巩固治疗2个或2个疗程以上达到CMR。三组患者达CMR的时间差异无统计学意义（*P* \>0.05）。截至随访终点，共9例（9.4%）患者复发，其中7例为分子生物学复发，经再诱导治疗后均再次获得CMR，目前仍生存；2例血液学复发，其中1例再诱导期间死于脑出血，另1例放弃治疗死亡。三组患者的复发率比较差异无统计学意义（*P*\>0.05）。HHT组、DNR组及HHT+ DNR组患者的3年OS率分别为95.0%、100.0%、91.0%，3年EFS率分别为93.0%、90.0%、85.0%，差异均无统计学意义（*P*值分别为0.595和0.382）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![中低危急性早幼粒细胞白血病不同治疗三组患者无事件生存曲线\
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3．不良反应：所有患者均进行安全性评估，无患者因治疗相关并发症死亡。诱导治疗期间最常见的不良事件为感染，65例（67.7%）患者出现感染，使用静脉抗生素；其次为肝功能损伤，32例（33.3%）患者出现转氨酶升高，但均为Ⅰ\~Ⅱ级，经保肝治疗后均降至正常。三组患者不良事件发生率的差异无统计学意义（*P*\>0.05）。

讨论 {#s3}
====

HHT能抑制真核细胞蛋白质的合成，使多聚核糖体解聚，干扰蛋白核糖体功能；对细胞内DNA的合成亦有抑制作用。该药静脉注射后，骨髓内的浓度最高，肾、肝、脾、心及胃肠次之，肌肉及脑组织最低。在静脉注射2 h后，各组织的药物浓度迅速下降，而骨髓的药物浓度下降较慢。进一步的药理学研究显示HHT除了具有抗肿瘤活性，还可诱导白血病细胞分化成熟及促进白血病细胞凋亡[@b1]。我院于1983年设计了HA方案治疗AML，并与国际通用的DA方案开展随机平行/交叉对比研究，取得了相似的疗效[@b2]。1991年我院开始将两方案联合组成HAD方案，疗效进一步提高[@b9]。1996年开始，我们以HHT为主线，探索HA方案与不同药物联合组成不同的三药诱导方案。2005年总结了以HA为基础的三药诱导治疗方案治疗成人AML的较大系列、长随访期的结果，CR率达76.5%；中位OS期为18.6 (0.5\~154）个月，5年OS率为32.7%；CR患者中位无病生存（DFS）期为29.6（0.5\~153）个月，5年DFS率为43.1%，治疗结果达国际水平[@b10]。具有我国特色的以HHT为基础的化疗方案目前已得到国际认可。

鉴于HHT在AML治疗中的成功应用，我们于2004年开始尝试将HHT应用至初诊APL的治疗中，即以ATRA联合HHT诱导治疗并且在缓解后以HA方案进行巩固治疗，与以蒽环类药物联合ATRA为基础的诱导、巩固治疗方案相比取得相似的疗效。最初小样本试验（39例）显示ATRA联合HHT治疗组诱导治疗CR率为100%，PML-RARα融合基因转阴率为68.8%。巩固第1个疗程结束时PML-RARα融合基因转阴率为100.0%，中位DFS期为72（9\~129）周，中位OS期为81 (13\~133）周。ATRA联合DNR治疗组1例患者早期死亡，诱导治疗结束时其余患者均达CR，PML-RARα融合基因转阴率为33.3%。巩固治疗第1个疗程结束时PML-RARα融合基因转阴率为91.7%。中位DFS期为70(7\~111）周，中位OS期为70.5(2\~115）周。初步结果证明HHT与DNR两组比较，在疗效、DFS、OS及不良反应等方面均相似，在诱导治疗后PML-RARα融合基因转阴率方面HHT组还优于DNR组（*P*= 0.033）[@b3]。随着病例数的积累，我们在更大样本量（115例）的基础上再次分析初诊APL HHT组与DNR组患者的疗效，HHT组患者的5年OS率及EFS率分别为87%和80%，与DNR组疗效及耐受性类似，诱导治疗后两组患者PML-RARα融合基因转阴率差异无统计学意义[@b4]。最近，我们又对这组接受以HHT为基础系统治疗的APL患者的长期随访结果进行了更新，9年OS率及EFS率分别为83%和79%，另外我们的资料显示按照亚洲标准，体重指数（body mass index，BMI）\>23（超重）和\>30（肥胖）是预后不良因素[@b11]。

为了进一步证实HHT在初诊APL治疗中的作用，我们设计了本项前瞻性随机对照研究，并依据AML治疗中HAD方案优于HA方案的经验，首次在本研究中尝试在初诊APL治疗中同时联合使用DNR及HHT。本研究中高危组APL患者另外采用包含亚砷酸、ATRA及蒽环类药物的方案，随机分组仅在中低危组患者中进行，因此本文中未涉及高危组患者的结果。我们的结果显示接受HHT、DNR和HHT+DNR三组治疗方案的患者，除诱导治疗期间WBC达峰值的中位时间HHT+DNR组明显短于HHT组和DNR组之外，在诱导治疗CR率、维甲酸综合征的发生率、达CR的中位时间、WBC峰值、血制品输注量以及达CMR的时间方面差异均无统计意义。3年OS率及EFS率三组间差异亦无统计学意义。同时患者对三组治疗方案均可耐受，无严重不良事件发生，常见的不良事件主要是感染及肝功能损伤，对症治疗后均好转。以HHT为基础的方案与以DNR为基础的方案治疗初诊中低危APL患者疗效及耐受性类似，而同时联合HHT及DNR并未进一步提高中低危APL患者的疗效。但HHT和DNR联合应用使得诱导治疗期间WBC达峰值的中位时间短于HHT或DNR单用组，这在中低危组患者并没有体现出更多的受益，但在高危APL患者，推测如果诱导治疗中同时使用HHT和DNR有可能使WBC更早下降，减少高白细胞持续时间，从而降低早期病死率和维甲酸综合征的发生率。

APL是白血病治疗的成功典范，缓解率高，生存期长，无论是经典的以蒽环类药物联合ATRA为基础的治疗方案，还是近来意大利学者证实疗效不劣于经典方案的亚砷酸联合ATRA的治疗方案[@b12]，均是目前APL的一线治疗选择。本研究结果表明以HHT联合ATRA为基础的诱导、巩固治疗方案同样可以有效治疗初诊APL，疗效和耐受性与以蒽环类药物为基础方案类似，可以作为APL的治疗选择之一。本研究例数相对较少，确切的结论有待更大样本的随机研究证实。

**临床试验注册** 中国临床试验注册中心，ChiCTR-TRC-12002628。

**Clinical trial registration** Chinese Clinical Trial Registry, ChiCTR-TRC-12002628.
